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明日叶查尔酮对糖尿病大鼠肝细胞 PI3K 和 Akt mRNA 表达的影响
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摘要: 目的 研究明日叶查尔酮( ashitabe chalcone，AC) 对糖尿病大鼠肝细胞磷
脂酰肌醇 3 激酶 ( phosphatidy I inositol 3-kinase，PI3K ) 和蛋白激 酶 ( serine-threonine
kinases，Akt) mRNA 表达的影响。方法 高脂饲料喂养加链尿佐菌素腹腔注射诱发
的 2 型糖尿病大鼠随机分为糖尿病对照组和高、低剂量 AC 组，每组 10 只，均喂饲高
脂饲料，分别每日经口灌胃给予明日叶查尔酮 0、30 和 10mg /kg BW。另设一个正常
对照组为正常大鼠喂饲普通饲料，实验周期 4 周。用放射免疫分析法检测血清胰岛
素水平，葡萄糖氧化酶法测血糖含量，逆转录聚合酶链式反应方法检测肝细胞 PI3K
和 Akt mRNA 表达水平，蛋白印迹法测肝细胞 Akt 磷酸化水平。结果 高剂量 AC 组
空腹血糖和血清胰岛素水平显著低于糖尿病对照组，而 PI3K mRNA、Akt mRNA 和磷
酸化 Akt 蛋白 表 达 水 平 均 显 著 高 于 糖 尿 病 对 照 组，差 异 均 具 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05) 。结论 明日叶查尔酮可上调糖尿病大鼠 PI3K 和 Akt mRNA 的表达水平，改
善胰岛素抵抗。
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Effect of ashitabe chalcones on the mRNA expression of PI3K
and Akt in hepatocytes of rats with diabetes
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Abstract: Objective To study the effect of chalcones extracted from Angelica
Keiskei ( AC) on the mRNA expression of phosphatidy I inositol 3-kinase ( PI3K ) and
serine-threonine kinases ( Akt ) in hepatocytes of rats with diabetes． Methods The
diabetes of rats was induced by streptozotocin with intraperitoeal injection as well as with
high-fat diet feeding． The rats were randomly divided into 3 groups with 10 rats in each
group，diabetic control group，high-dose AC group and low-dose AC group． All the rats
were fed with high-fat diet． 0，30 and 10mg /kg BW AC per day were given to high-dose
AC，low-dose AC and the diabetic control groups，respectively． Another 10 normal rats fed
with regular diet were used as the normal control group． After 4 weeks，serum insulin
levels were evaluated by radioimmunoassay． The mRNA expression levels of PI3K and Akt
were determined by reverse transcription polymerase chain reaction ( RT-PCR ) ． The
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phosphorylation levels of Akt in hepatocytes were detected by western blot． Blood glucose
levels were measured by glucose oxidase method． Results Compared with rats in the
diabetic control gruop，the levels of blood glucose and serum insulin in rats of high-dose
AC gruop were decreased and the PI3K and AKT mRNA expression levels were increased．
All the difference was statistically significant ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion AC may up-
regulate the mRNA expression levels of PI3K and Akt and improve insulin resistance of
rats with diabetes．
Key words: ashitabe chalcone， phosphatidylinositol 3-kinase， serine-threonine
kinase，insulin resistance
PI3K /Akt 信 号 通 路 是 胰 岛 素 受 体 后 信 号 转
导的关键 途 径［1］，是 激 活 葡 萄 糖 转 运 体，促 进 糖
原合成和葡萄糖转运的关键效应分子。Akt 磷酸
化及 PI3K 与 Akt 表达降低，可导致胰岛素受体后
的信号转导障碍，从而发生胰岛素抵抗。明日叶
是 原 产 于 日 本 八 丈 岛 的 野 生 芹 科 植 物，查 尔 酮
( chalcone) 是明 日 叶 ( Angelica keiskei ) 的 主 要 功
效成 分。有 研 究 报 道，明 日 叶 查 尔 酮 ( ashitabe
chalcone，AC ) 具 有 抗 氧 化、降 血 糖、改 善 胰 岛 素
抵抗等有良好生物活性［2-4］。本研究给高脂饲料
喂养 + 链尿佐菌素所致的糖尿病大鼠口服 AC，探




清洁级健康雄性 Wistar 大鼠( 山东鲁抗医药
实验中心提供) ，6 ～ 8 周龄，体重 180 ～ 200g，许可
证号: SCXK( 鲁) 2009-2007，合 格 证 号: 0013862，
在本 实 验 室 适 应 性 喂 养 7d 后 用 于 实 验 ( 动 物 房
室温 25℃ ，相对湿度 50% ，光照度 150lx) 。
高脂饲料( 10. 0% 猪油，20. 0% 蔗糖，2. 5% 胆
固醇，1. 0% 胆酸盐，66. 5% 常规饲 料) ，由 北 京 华
阜康生物科技股份有限公司提供。
1. 2 实验样品




链尿佐菌素( STZ ) ，美国 Sigma 公司; 血清胰
岛素放射免疫测定试剂盒，天津九鼎医学生物工
程有限公司; RNA 抽 提 试 剂 盒，天 根 生 化 科 技 有
限公司; 兔 InsR 多克隆抗体，美 国 Neomarkers 公






实验动物在本实验室适应性饲养 1 周 后，随
机取 10 只设为正常对照组，饲以基础饲料。其余
动物用高脂饲料喂养 3 周后，连续 3d 腹腔注射小
剂量 STZ( 25mg /kg) ，继续高脂饲料喂养，一周后
测定 空 腹 血 糖 大 于 11. 1mmol /L 为 造 模 成 功 大
鼠。参照血糖水平将成模大鼠随机分为糖尿病对
照组和高、低剂量 AC 组，每组 10 只，均饲以高脂




清检测血糖和胰岛素水平，取肝 组 织 置 － 80℃ 冷





胰岛素抵抗指数( HOMA-IR) : 胰岛素抵抗指数 =
空腹胰岛素 × 空腹血糖 /22. 5。
1. 6 肝细胞 PI3K 和 Akt mRNA 表达水平测定
取肝组织用 Trizol 试剂提取大鼠肝脏总 RNA
并测定 纯 度 后，在 逆 转 录 酶 ( MLV ) 催 化 下 合 成
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CCACAGCCTTGGCAGCACCA-3'， 扩 增 片 段 为
291bp。所用引物 均 由 上 海 生 工 生 物 公 司 合 成。
胰岛素受体基因的扩增条件: 预变性 95℃ ，2 min
后，进入循环，95℃ 20s、59℃ 25s、72℃ 30s，45 个
循环后 72℃ 延 长 5min。将 PCR 产 物 在 2% 琼 脂




1. 7 肝细胞磷酸化 Akt 蛋白表达测定
用 Western-blot 法检 测 肝 细 胞 磷 酸 化 Akt 表
达。取 肝 组 织 100mg 置 于 离 心 管 中，加 入 RIPA
900μl，冰浴匀浆后立即加入 PMSF 100μl，转移至
1. 5ml 离心管中加入 Complete 液 40μl，40℃ 离 心
10000r /min，10min，取 上 清 液 紫 外 法 测 定 蛋 白 含
量后。取含 30μg 总蛋白的上清液进行 12% SDS-
PAGE 电泳。停止电泳后于 4 × 100V 条件下转膜
1h，然后用脱脂奶粉 37℃ 封闭 1h，充分洗膜后加
相应稀释的一抗溶液( 磷酸化 Akt 按 1∶ 500 稀释、
GADPH 按 1 ∶ 2000 稀释) 4℃ 孵育过夜，洗膜后加
入 HRP 酶标二抗，37℃ 与 PVDF 膜共同孵育杂交
1h，洗膜后将杂交膜与感光胶片在暗室内曝光显
示各蛋白条带，GAPDH 蛋 白 表 达 量 为 内 对 照，用
凝胶成像及分析系统分析各组蛋白显色的密度值
并计算各组 Akt /GAPDH 值。
图 1 PI3K、Akt mRNA 的电泳图谱
Figure 1 Electrophoresis profiles of PI3K、Akt mRNA
1. 8 统计处理
实验数据以 珋x ± s 表示，采用 SPSS 17. 0 软件
进行单 因 素 方 差 分 析，并 同 时 进 行 LSD 比 较，以
P ＜ 0. 05为具有统计学意义。
2 结果
2. 1 血糖、血清胰岛素及 HOMA-IR 的比较
由表 1 可见，糖尿病对照组血糖、胰岛素水平
和 HOMA-IR 均高于正常对照组，高剂量 AC 组则
低于糖尿病对照组，差异均有显著性( P ＜ 0. 05 ) 。
表 1 各组血糖、胰岛素、HOMA-IR 水平
Table 1 The level of fasting plasma glucose，
fasting plasma insulin，HOMA-IR







正常对照组 4. 5 ± 0. 12 25. 7 ± 2. 33 5. 15 ± 0. 73
糖尿病对照组 17. 3 ± 1. 35 ( 1) 38. 3 ± 4. 97 ( 1) 28. 06 ± 3. 24 ( 1)
AC 低剂量组 13. 6 ± 2. 40 37. 0 ± 5. 44 23. 47 ± 5. 65
AC 高剂量组 7. 0 ± 1. 12 ( 2) 29. 5 ± 5. 31 ( 2) 8. 99 ± 0. 79 ( 2)
注: ( 1 ) 与正常对照组比，P ＜ 0. 05 ; ( 2 ) 与糖尿病对照
组和 AC 低剂量组比，P ＜ 0. 05
2. 2 各组 PI3K 和 Akt mRNA 表达水平
由表 2 可 见，糖 尿 病 对 照 组 的 PI3K 和 Akt
mRNA 表 达 水 平 均 显 著 低 于 正 常 对 照 组 ( P ＜
0. 05 ) 。高剂量 AC 组的 PI3K 和 Akt mRNA 表达
水平均高于 糖 尿 病 对 照 组，差 异 有 显 著 性 ( P ＜
0. 05 ) 。电泳图谱见图 1。
表 2 各组 PI3K 和 Akt mRNA 表达水平
Table 2 Expression of PI3K、
Akt mRNA in each group( n = 10，珔x ± s)
组别 PI3K /GAPDH Akt /GAPDH
正常对照组 0. 732 ± 0. 024 0. 689 ± 0. 033
糖尿病对照组 0. 184 ± 0. 091 ( 1 ) 0. 251 ± 0. 016 ( 1 )
AC 低剂量组 0. 423 ± 0. 063 0. 395 ± 0. 148
AC 高剂量组 0. 538 ± 0. 186 ( 2 ) 0. 554 ± 0. 077 ( 2 )
注: ( 1 ) 与正常对照组比，P ＜ 0. 05 ; ( 2 ) 与糖尿病对照
组和 AC 低剂量组比，P ＜ 0. 05
2. 3 各组磷酸化 Akt 表达
正常 对 照 组 和 糖 尿 病 对 照 组 的 Akt /GAPDH
值分别为 1. 47 ± 0. 28 和 0. 68 ± 0. 14。糖尿病对
照组磷酸化 Akt 蛋白表达水平显著低于正常对照
组( P ＜ 0. 05 ) 。AC 高 剂 量 组 Akt /GAPDH 值 为
1. 34 ± 0. 26，高于糖尿病对照组，差异有统计学意
义( P ＜ 0. 05 ) ( 图 2 ) 。
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图 2 各组肝细胞 Akt 磷酸化的 western 结果
Figure 2 Protein expression of Akt
phosphorylation in each group
3 讨论
本研究中糖尿病对照组的血糖、血清 胰 岛 素
和 胰 岛 素 抵 抗 指 数 均 显 著 性 高 于 正 常 对 照 组
( P ＜ 0. 05 ) ，说明成功诱发了糖尿病大鼠模型，存
在胰岛素抵抗。AC 高剂量组的血糖和血清胰岛
素水平均低 于 糖 尿 病 对 照 组，说 明 AC 可 降 低 2
型糖尿病血糖水平，改善胰岛素抵抗。
PI3K /Akt 信号 通 路 为 胰 岛 素 受 体 通 路 的 主
要下游信号通路，其中 PI3K、Akt 是胰岛素信号向
调节葡萄糖 转 运 方 向 转 导 的 关 键 蛋 白。PI3K 是
一类特异性的催化磷脂酰肌醇( PI) 3 位羟基磷酸
化，产生具有第二信使作 用 的 激 酶。Akt 是 PI3K
的下游分子，主要负责由 PI3K 始动的生物信息的
转导。磷 酸 化 是 Akt 激 活 的 主 要 机 制，活 化 的
Akt 可促进糖 原 合 成 和 葡 萄 糖 转 运，是 胰 岛 素 最
终发挥效应的关键分子［5］。
本 研 究 结 果 显 示，糖 尿 病 对 照 组 PI3K
mRNA、Akt mRNA 与 Akt 磷酸化水平均显著低于
正常对照组 ( P ＜ 0. 05 ) ，说 明 存 在 胰 岛 素 信 号 转
导障碍。这与文献报道的在高脂饲料喂养的 ob /
ob 小鼠( 2 型糖尿病鼠) 肝细胞中 PI3K 表达量和
活性较正 常 低 50% 以 及 糖 尿 病 SD 大 鼠 骨 骼 肌
Akt 蛋白 表 达 和 磷 酸 化 水 平 均 降 低 相 一 致［6-8］。
分析 各 AC 组 结 果 显 示，高 剂 量 AC 组 PI3K
mRNA、Akt mRNA、磷酸化 Akt 水平明显高于糖尿
病对照组( P ＜ 0. 05 ) ，而 其 血 糖、血 清 胰 岛 素、胰
岛 素 抵 抗 指 数 则 显 著 低 于 糖 尿 病 对 照 组 ( P ＜
0. 05 ) ，并且 高 剂 量 组 的 改 善 作 用 显 著 大 于 低 剂
量组，表明 AC 具有上调 2 型糖尿病大鼠的 PI3K
mRNA 和 Akt 的 mRNA 与磷酸化表达水平，逆转
PI3K /Akt 信号通路信号转导障碍，改善 2 型糖尿
病的胰岛 素 抵 抗 作 用。本 结 果 与 HIROMU 等［4］
报道的结果相一致。
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